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Derivados de clicopropenilaminas como agentes an-
ticancerosos.
Compuestos cuya formula general se representa en la
gura 1, en los que R1 y R2 pueden tener el mismo
o distinto valor, representan grupos alquilo o feni-
laquilo de cadena lineal o ramicada de 1 a unos
18 atomos de carbono que puede contener una o
varas instauraciones la cadena y sustituyentes X en
el extremo de dicha cadena donde X representa -OH,
OR, donde R es un alquilo o metiloxialquilo de ca-
dena lineal o ramicada de 1 a 5 atomos de carbono,
COOH, CO2R, donde R tiene el mismo valor ante-
rior, CON(R)2, donde R puede tener el mismo valor
anterior, y halogeno (F, CI, Br, I) y donde los susti-
tuyentes R3 y R4 y pueden ser grupos alquilo alque-
nilo o arilo, de valores iguales o distintos, o pueden
formar parte de un anillo aromatico o del tipo ftali-
mida. Miembros de esta nueva clase de compuestos
han mostrado una extraordinaria actividad citotoxica
en inhibir in vitro el crecimiento celular de muy di-
versos tumores cancerosos.
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DESCRIPCION
Derivados de clicopropenilaminas como agentes anticancerosos.
Sector de la tecnica
Evaluacion de la accion sobre el crecimiento in vitro de tumores cancergenos.
Estado de la tecnica
En los ultimos a~nos, la aplicacion de la quimioterapia ha cosechado exitos notables en la curacion de
algunas formas de canceres diseminados tales como leucemias agudas infantiles, distintos tipos de linfor-
mas y algunos tipos de tumores solidos, en especial los derivados de celulas germinales. En contraste,
la mejora en el tratamiento sistemico de los tumores solidos mas frecuentes en adultos ha sido menos
importante. Ademas, en tumores inicialmente sensibles a la quimioterapia, el desarrollo de mecanismos
de resistencia tumoral a los farmacos inicialmente utilizados es la principal causa de fallo en el trata-
miento. Hay una clara y urgente necesidad de identicar, desarrollar y evaluar nuevos y mas efectivos
farmacos para el tratamiento de este tipo de tumores solidos (pulmon, mama, colon, pancreas, etc.), cuya
frecuente presentacion en clnica les hace responsables del elevado ndice de mortalidad atribuible a este
tipo de enfermedades, y de encontrar nuevos farmacos que reviertan o no compartan los mecanismos de
resistencia tumoral a los actualmente utilizados en clnica.
El desarrollo de los productos identicados como potenciales agentes antitumorales puede requerir,
para que su uso clnico sea seguro y ecaz, la modicacion estructural del compuesto inicial con nalidades
muy variadas; variar su solubilidad y su biadisponibilidad, aumentar el espectro de accion antitumoral,
mejorar el ndice terapeutico, aumentar su potencia de accion, disminuir su toxicidad, mejorar su formu-
lacion y/o su farmacocinetica, etc. Generalmente, los productos de origen sintetico tienen una versatilidad
que permite establecer relaciones estructura qumica-actividad en series de analogos estructurales e iden-
ticar los grupos de la molecula cuya modicacion o eliminacion van ligados a cambios en los procesos
antes citados. Por otra parte, estudios de optimizacion de los procesos de sntesis pueden abaratar el
coste inicial de los productos obtenidos.
Descripcion de la invencion
Descripcion detallada de la invencion
Los compuestos citotoxicos de la presente invencion pueden proporcionar un nuevo medio para el
control de diversas formas de cancer por su elevada actividad antiproliferativa de cultivos celulares.
Estos compuestos son derivados de ciclopropenifaminas con formula general I
en la que R1 y R2 pueden tener el mismo o distintos valor, representan grupos alquilo o fenilalquilo de
cadena lineal o ramicada de 1 a unos 18 atomos de carbono que puede contener una o varias insatura-
ciones en la cadena y sustituyentes X en el extremo de dicha cadena donde X representa -OH,OR, donde
R es un alquilo o metiloxialquilo de cadena lineal o ramcada de 1 a unos 5 atomos de carbono, CO2H,
CO2R, donde R tiene el mismo valor anterior, CON(R)2 donde R puede tener el mismo valor anterior y
halogeno (F, Cl, Br, I) y donde los sustituyentes R3 y R4 representan grupos alquilo, alquenilo o arilo,
de valores iguales o distintos, o pueden formar parte de un anillo aromatico o del tipo ftalimida.
Dichos compuestos pueden prepararse por metodos convencionales empleados en sntesis organica bien
conocidos a los versados en esta disciplina o por metodos especiales como la descarboxilacion fotosensibi-
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lizada de N-(2-ciclopropenilcarboniloxi)ftalimidas y productos relacionados (M. Cano et al., Tetrahedron
Letters, 1998).
Sin que ello presuponga una limitacion en la aplicacion de la presente invencion que se dene en las
reivindicaciones especicadas mas adelante, vamos a describir un ejemplo concreto de aplicacion.
Ejemplo 1
Evaluacion de la actividad antitumoral de N-(1-pentil-2-butil-3-cyclopro-penil)ftalimida (R1=C5H11,
R2=C4H9, R3,R4= )
 Celulas
La evaluacion de la actividad antitumoral se realizo sobre las siguientes lneas celulares: un adeno-
carcinoma de colon (HT29), un adenocarcinoma ductal de pancreas (PANC-1) y broblastos no trans-
formados (BALB-3T3).
Se utilizaron tambien linfoblastos leucemicos de raton L5178Y y una sublnea celular derivada de los
mismos, VCR-P400, que expresa el fenotipo de resistencia a multiples farmacos (MDR) para comprobar
si la accion biologica del producto permitira superar ese tipo de resistencia.
 Mantenimiento y propagacion de las lneas celulares
La propagacion de las lneas celulares HT29, PANC-1 Y BALB-3T3, se realizo mediante cultivos en
monocapa en medio de cultivo RPMI-1640 con glutamina, bicarbonato y libre de antibioticos y suplemen-
tado con 10 % v/v de suero bovino. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37C en un incubador con
atmosfera humidicada y conteniendo 5 % de CO2, mediante renovacion del medio dos veces por semana
y resiembra una vez por semana.
La propagacion de los linfoblastos leucemicos de raton L5178Y y de la sublnea VCR/P400 se realizo
mediante cultivos en suspension a 37C en medio de cultivo Fischer suplementado con un 10 % v/v de
suero de caballo. Los cultivos se mantuvieron en fase logartmica de crecimiento mediante resiembra cada
3 das.
 Evaluacion de la actividad citotoxica
En el caso de las lneas celulares que crecen en monocapa, se utilizo el test de la sulforodamina B
(SRB) para medir la actividad biologica (P. Skehan et al. J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107-1112).
En el ensayo se determina el contenido de protena de cultivos mantenidos durante 48 h en presencia de
concentraciones crecientes del producto cuya actividad se pretende evaluar. Se toman como control los
niveles de protena medidos en las mismas condiciones, en cultivos que crecieron en presencia del exci-
piente utilizado para la disolucion producto (DMSO). En microplacas de 96 pocillos se sembraron 5 x 103
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cel/pocillo en 190 l de RPMI suplementado con 10 % v/v de suero bovino. A tiempo 0, se adicionaron
10 l de DMSO (cultivos control) o 10 l de concentraciones crecientes del producto a evaluar disuelto en
el mismo excipiente. Las placas se incubaron durante 48 h a 37C en atmosfera humidicada y con 5 %
de CO2. Despues de la incubacion, se elimino el medio de cultivo mediante lavados con PBS, se jaron
las celulas a la supercie de cultivo mediante la adicion de acido tricloroacetico (10 %) y mediante la
adicion de sulforodamina B, se determino el contenido de protenas de los cultivos control (DOc) y de los
mantenidos en presencia de concentraciones creciente de producto (DOT ). El nivel de protenas medido
tras la adherencia celular, se utilizo como blanco (DOTO) en cada una de las experiencias.
El efecto de cada producto sobre una lnea celular se calculo de acuerdo con una de las siguientes
formulas:
1.- Si (x DOT - x DOTO)
3 0:
Porcentaje de crecimiento (PC) = 100 x (x DOT - x DOTO/x DOc - x DOTO)
2.- Si (x DOT - x DOTO) < 0,
PC = 100 x (x1 DOT - x DOTO/x DOTO)
Se realizaron curvas dosis-efecto semilogartmicas para establecer: la CI50 y la CIT, concentraciones
inhibidoras 50 y total de la proliferacion celular, respectivamente, y la CL50 (concentracion letal 50) M
producto sobre cada lnea celular.
La actividad de los productos sobre celulas L5178Y y VCR/P400, se evaluo en cultivos en suspension,
mantenidos 72 h en presencia de concentraciones crecientes de cada producto (T) o del excipiente (C). El
porcentaje del numero de duplicaciones celulares de T respecto a C, se represento en funcion del logaritmo
de la concentracion molar del producto. La CI50 se denio como aquella concentracion de producto que
inhibe en un 50 % el numero de maximo de duplicaciones alcanzado en los cultivos control, y la CIT como
la concentracion que inhibe en un 100 % la proliferacion celular.
 Resultados
Los resultados recogidos en la tabla 1 muestran que el producto inhibe la proliferacion celular de
todas las celulas que crecen en monocapa con una CI50 que oscila entre 2.3 x 10−6 y 6 x 10−6 M. En el
margen de concentraciones utilizadas en el estudio, solo se alcanzo una inhibicion total de la proliferacion
en celulas PANC-1 (CIT = 5.7 x 10−6 M) y broblastos 3T3 (CIT = 6.4 x 10−6 M).
En las condiciones experimentales descritas se comprobo un cierto efecto toxico sobre celulas PANC-1
y 3T3, pero en ningun caso se alcanzo la CL50, en el margen de concentraciones utilizadas.
TABLA 1
HT29 PANC-1 FIB 3T3
CI50 6.1 x 10−6 M 2.8 x 10−6 M 2.3 x 10−6 M
CIT > 1 x 10−5 M 5.7 x 10−6 M 6.4 x 10−6 M
CL50 > 1 x 10−5 M > 5.7 x 10−6 M > 6.8 x 10−6 M
Como puede observarse en la tabla 2, las CI50 y CIT del producto sobre celulas L5178Y y la sublnea
MDR fueron muy similares. Estos resultados demuestran que el producto no participa en el fenotipo de
resistencia a multiples farmacos, por lo que se ampliara su estudio sobre otras lneas celulares humanas
que expresen ese tipo de resistencia.
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TABLA 2
L5178Y VCR/P400
CI50 2.4 x 10−6 M 3.3 x 10−6 M
CIT 9.3 x 10−6 M > 9.6 x 10−6 M
Aunque el estudio del modo de accion de dichos compuestos no ha sido completado, en el caso del
presente ejemplo se ha determinado en las mismas condiciones experimentales y sobre las lneas celulares
descritas que la ftalimida y 1-butil-2-pentilciclopropeno, por separado, no presentan actividad citotoxica
ni antiproliferativa sobre dichas celulas.
Este resultado sugiere que la actividad es originada por la estructura de ciclopropenilamina, latente
en dichos compuestos.
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REIVINDICACIONES
1. Derivados de ciclopropenilaminas como agentes anticancergenos caracterizados por la formula
general I
en la que R1 y R2 pueden tener el mismo o distintos valor, representan grupos alquilo o fenifalquilo de
cadena lineal o ramicada de 1 a unos 18 atomos de carbono que puede contener una o varias insatura-
ciones en la cadena y sustituyentes X en el extremo de dicha cadena donde X representa -OH,OR, donde
R es un alquilo o metiloxialquilo de cadena lineal o ramicada de 1 a unos 5 atomos de carbono, CO2H,
CO2R, donde R tiene el mismo valor anterior, CON(R)2 donde R puede tener el mismo valor anterior y
halogeno (F, CI, Br, I) y donde los sustituyentes R3 y R4 representan grupos alquilo, alquenilo o arilo,
de valores iguales o distintos, o pueden formar parte de un anillo aromatico o del tipo ftalimida.
2. Derivados de cilopropenilaminas segun la reivindicacion 1, donde R1= pentilo y R2= butilo y
donde R3 y R4 forma parte de un anillo de ftalimida.
3. Procedimiento para la inhibicion de la proliferacion de celulas cancerosas en, cultivos in vitro por
administracion de disoluciones conteniendo uno o varios de los compuestos de formula general I.
4. Procedimiento segun la reivindicacion 3 en el que la administracion se lleva a cabo preferentemente
en disoluciones de dimetilsulfoxido conteniendo 1-10 x 10−6 M del compuesto de la presente invencion.
5. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de celulas de un adenocarcinoma de colon (HT29).
6. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de celulas de una adenocarcinoma ductal de pancreas (PANC-1).
7. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de broblastos no transformados (BALB-3T3).
8. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de linfoblastos leucemicos de raton L5178Y.
9. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de una sublnea celular de linfoblastos leucemicos de raton, VCR-P400, que expresa el
fenotipo de resistencia a multiples farmacos (MDR).
10. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4 en el que la administracion se lleva a cabo sobre
cultivos in vitro de otras lneas de celulas cancergenas.
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